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Les complexes multienzymatiques de type a-cétoacide déshydrogénase jouent 
un rôle essentiel dans le métabolisme cellulaire. Nous sommes intéressés à 
étudier au niveau moléculaire la pyruvate déshydrogénase humaine (hE1 ), l'une 
des enzymes qui composent le complexe pyruvate déshydrogénase (CPDH). 
L'enzyme hE1 est un hétérotétramère qui comporte deux sous-unités a et deux 
sous-unités (3. Les ADNc encodant ces deux sous-unités de hE1 ont été obtenus 
par transcription réverse, à partir de l'ARN total de foie humain, puis amplifés 
sélectivement par PCR. Les ADNc ont été insérés dans le vecteur d'expression 
pRSET et la fidélité du clonage a été confirmée par séquençage. Lorsque les 
sous-unités matures a et (3 sont exprimées séparément ou co-exprimées, elles 
sont produites sous forme de corps d'inclusions. Les sous-unités a et (3 de hE1 
ont été solubilisées par le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) mais cette 
dénaturation des protéines était irréversible. Nous avons purifié les sous-unités 
hE1 a et hE1 (3 pour produire des anticorps. Nous avons co-exprimé les sous-
unités de hE1 en présence des chaperonines bactériennes GroES et GroEL pour 
augmenter leur production sous une forme soluble. Nous avons ensuite 
reconstitué in vitro les protéines hE1 dénaturées avec les chaperonines 




A.- LE COMPLEXE PYRUVATE DÉSHYDROGÉNASE 
Chez les eucaryotes et les procaryotes, on retrouve des complexes 
muttienzymatiques, qui sont du type a-cétoacide déshydrogénase; ce sont des 
unités fonctionnelles localisées dans la mitochondrie (chez les eucaryotes), et 
dont te poids moléculaire est de l'ordre de quelques millions de Daltons (Reed et 
al., 1987). Trois types de complexes ont été isolés; l'un spécifiques pour r a-céto-
gtutarate, un second spécifique pour les a-cétoacides à chaîne branchée, et te 
troisième, spécifique pour le pyruvate. Le mécanisme catalytique ainsi que 
r organisation structurale sont similaires chez ces complexes. Chacun est 
composé de plusieurs copies de trois enzymes majeures: E1, une 
déshydrogénase spécifique pour son substrat, et qui requiert le thiamine 
pyrophosphate (TPP) comme cofacteur; E2, une dihydrolipoamide 
acétyltransférase, spécifique pour chaque type de complexe, et qui comporte des 
groupements lipoamides qui lui sont attachés de façon covalente, et E3, une 
dihydrolipoamide déshydrogénase, qui est une flavoprotéine commune aux trois 
types de complexes (voir Fig. 1 ). 
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1.-FONCTION 
Le complexe pyruvate déshydrogénase (CPDH) joue un rôle essentiel 
dans le métabolisme cellulaire; il catalyse la conversion du pyruvate en C02 et 
en Acétyl Coenzyme A (Acétyl CoA), selon la réaction globale suivante: 
Pyruvate + CoA + NAD+ --------> C02 + Acétyl CoA + NADH + H + (1) 
C'est une réaction irréversible, qui s'effectue en présence de thiamine 
pyrophosphate (TPP), un dérivé phosphorylé de la vitamine 81 (Reed et al., 
1974). Par cette réaction, la voie métabolique de la glycolyse est reliée à celle 
des acides tricarboxyliques (cycle de Krebs). L'acétyl CoA ainsi produit peut être 
utilisé pour la production d'énergie ou pour la biosynthèse (Patel et al., 1990); il 
est incorporé dans le cycle de Krebs et sert à la synthèse des acides gras, du 
cholestérol, de quelques acides aminés, et de certains dérivés acétylés (Khailova 
et Gomazkova, 1986). Donc, les métabolismes des protéines, des glucides et 
des lipides sont inter-reliés via la réaction catalysée par le CPDH. 
2.- STRUCTURE 
L'organisation du CPDH consiste en une forme oligomérique de l'enzyme 
E2, autour de laquelle sont liées, de façon non covalente, plusieurs copies de E1 
et de E3. 
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a) Chez les procaryotes 
L'enzyme Dihydrolipoamide Acétyltransférase, E2p, de E. coli comporte 
24 sous-unités identiques adoptant une symétrie octahédrale (432) (Reed et al., 
1987). On y retrouve des groupements d'acides lipoïques qui sont attachés, via 
un lien amide, au groupement e-amino de résidus lysines spécifiques, lesquels 
sont localisés dans des segments externes au complexe central formé par E2p 
(Guest et al., 1989). Ces cofacteurs lipoamides peuvent interagir 
séquentiellement avec les trois types d'enzymes, E1 p, E2p et E3; en effet, les 
domaines lipoïques sont séparés les uns des autres et du reste de la chaîne 
E2p par de courtes séquences conformationnellement très mobiles, tel que 
démontré par des spectres de résonance magnétique nucléaire de proton (1 H-
NMR) (Miles et al., 1988). Ce sont des séquences riches en alanine, praline et en 
résidus chargés, et très sensibles à la protéolyse (Packman & Perham, 1987). 
On retrouve 3 domaines lipoïques chez les bactéries Gram-négatives, et un 
seul domaine fipoïque chez les bactéries Gram-positives. Chaque domaine 
totalise 80 acides aminés (Stephens et al., 1983; Hanemaaijer et al., 1988). Le 
site de 1 iaison pour E1 p se retrouve au domaine C-terminal de E2p; un segment 
de 50 résidus, interne aux domaines lipoïques sert à la liaison avec la sous-unité 
E3; l'assemblage du complexe a une stoechiométrie 1.0 : 1.0 : 0.5 (E1p/ E2p/ 
E3) (Russell et al., 1992). Le poids moléculaire du CPDH est d'environ 5 x 1os 
Daltons chez E. coli.. 
b) Chez les eucaryotes 
L'enzyme E2 du CPDH des mammifères et de la levure consiste en 60 
sous-unités adoptant une symétrie icosahédrale (532) (Reed et al., 1987). En se 
basant sur la structure crystallisée et tridimensionnelle de la bactérie Gram-
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négative Azotobacter vinelandii, Mattevi et al., (1992) ont pu établir un modèle 
d'assemblage pour l'enzyme E2 de l'humain; cette dernière partage 28% 
d'homologie avec l'enzyme E2p de A. vinelandii. E2p s'assemblerait sous une 
forme cubique, où les résidus du site actif seraient localisés à 1 'interface des 
timères qui forment E2p. Au microscope électronique, l'apparence et la 
composition des sous-unités du CPDH de Saccharomyces cerevisiae est 
similaire au CPDH du coeur de boeuf, lequel a une masse moléculaire relative 
(Mr) de 8.5 millions et contient à peu près 30 tétramères de E1 ( a2~2), et 6 
dimères de E3, arrangés, respectivement, sur les 30 côtés et les 12 faces du 
complexe central de 60 sous-unités formé par E2 (Barrera et al., 1972). Comme 
chez les procaryotes, on retrouve des domaines lipoïques attachés à E2 qui sont 
au nombre de deux chez l'humain (Thekkumkara et al., 1988) et la plupart des 
mammifères (Patel et al., 1990), alors que chez S. cerevisiae , E2 ne comporte 
qu'un domaine lipoïque. Une autre protéine associée au CPDH des mammifères 
et de la levure, la protéine X, contient un domaine lipoïque dans sa région N-
terminale (Jilka et al., 1986; Rahmatullah et al., 1990); c'est un domaine différent 
de ceux de la sous-unité E2 du CPDH ; la protéine X serait impliquée dans le 
transfert d'électrons à travers le CPDH; son rôle est encore mal connu 
(Gopalakrishnan et al., 1989). 
Chez les mammifères, on retrouve deux autres enzymes dans le CPDH, 
une kinase et une phosphatase, qui jouent un rôle de régulation du complexe 
multienzymatique par un cycle de phosphorylation (inactivation)-
déphosphorylation (activation). Chez les mammifères, ce cycle s'effectue sur des 
résidus sérine spécifiques de E1, et trois sites ont été identifiés ( Yeaman et al., 
1978; Sugden et al., 1979 ). Chez la levure S. cerevisiae, aucune activité PDH 
kinase n'a pu être démontrée (Kresze & Ronft, 1981; Uhlinger et al., 1986), 
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cependant, in vitro, la sous-unité E1a du CPDH de S. cerevisiae peut être 
phosphorylée et inactivée par la PDH kinase bovine en présence de magnésium 
et d'ATP, et réactivée en présence de Mg2+ et de la PDH phospatase bovine 
(Uhlinger et al., 1986). Les séquences autour des sites de phosphorylation de la 
sous-unité E1 a de la levure sont très similaires à celles retrouvées sur la sous-
unité E1 a des coeurs bovin et porcin, ce qui suggère que le CPDH de la levure 
peut donc être régulé par phosphorylation-déphosphorylation 
3.-CINÉTIQUE ENZYMATIQUE 
a) Mécanisme catalytique 
La réaction globale catalysée par le CPDH (équation (1) page 2) est la 
somme des réactions suivantes (Koike et al., 1963) : 
Pyruvate + TPP-E1 -----> Hydroxyéthyl-TPP-E1 + C02 (2) 
Hydroxyéthyl-TPP-E1 + LipS2-E2 -----> Acétyl-LipSH-E2 + TPP-E1 (3) 
Acétyl-LipSH-E2 + CoA-SH -----> Lip(SH)2-E2 + Acétyl CoA (4) 
Lip(SH)2-E2 + FAD-E3 -----> LipS2-E2 + FAD-E3 réduit (5) 
FAD-E3 réduit + NAD+ -----> FAD-E3 + NADH + H+ (6) 
Les réactions (2) et (3) sont catalysées par l'enzyme E1; E2 catalyse la réaction 
(4) et E3, les réactions (5) et (6). Selon les prédictions et la nomenclature de 
Cleland (1963), la réaction globale catalysée par le CPDH procède via un 
mécanisme " ping-pong multisite". Ces prédictions ont été vérifiées lors de 
l'étude à l'état stationnaire de la cinétique enzymatique du CPDH du rein de 
boeuf (Tsai et al., 1973), du cerveau de rat (Ngo & Barbeau, 1978), ou du muscle 
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boeuf (Tsai et al., 1973), du cerveau de rat (Ngo & Barbeau, 1978), ou du muscle 
de poitrine du pigeon (Khailova et al., 1976). Les profils d'inhibition par le produit 
étaient également en accord avec les équations de vitesse prédites par Cleland, 
sauf deux exceptions: L'inhibition par l'acétyl CoA versus le NAD, et par le 
NADH versus le CoA est non compétitive plutôt quïncompétitive. Plusieurs 
hypothèses pourraient expliquer ces résultats; une possibilité serait que, dans le 
CPDH, les centres catalytiques de E2 et de E3 sont proches les uns des autres, 
de telle sorte que la liaison du CoA (ou de l'acétyl CoA) à E2 encombre 
stériquement la liaison du NADH (ou du NAD) à E3, et vice versa; ou encore la 
liaison du CoA (ou de l'acétyl CoA) à E2 pourrait causer un changement 
conformationnel de E2, ce qui cacherait le site de liaison du NADH (ou du NAD) 
à E3 (Tsai et al., 1973). 
Les caractéristiques cinétiques (Km pour le pyruvate, et V max de la 
réaction) chez les procaryotes sont différentes de celles retrouvées chez les 
eucaryotes. Chez E. coli, le Km pour le pyruvate est plus élevé que chez les 
eucaryotes: 0.3 mM versus 0.06 mM (Bisswanger, 1980). Certains analogues du 
substrat, comme le fluoropyruvate, ou d'autres agents tels que 
l'acétylphosphinate, l'acétoïne, peuvent inhiber de façon compétitive le CPDH , 
autant chez E. colique chez les mammifères (Alkonyi et al., 1978; Bisswanger, 
1980;). Datta (1991) a également rapporté que le pyruvate pouvait inhiber 
l'activité du complexe en absence de NAD, chez E. coli. 
b) Effet du pH et de la force ionique 
Pawelczyk et ses associés (1992) ont étudié l'effet du pH sur l'activité du 
CPDH du rein du porc; ils ont démontré que l'activité du complexe dépend non 
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seulement du pH, mais aussi de la force ionique. L'activité du complexe diminue 
en fonction de la force ionique; aussi le pH peut modifier la vitesse maximale 
<Y max) de la réaction, ainsi que l'affinité pour le substrat pyruvate. 
Les changements observés dans les propriétés du CPDH en réponse aux 
changements de force ionique suggèrent une modification dans les interactions 
intramoléculaires à l'intérieur-même du complexe multienzymatique. En effet, le 
pH et la force ionique peuvent affecter l'état d'ionisation de certains acides 
aminés à l'intérieur des protéines. Dans le cas qui nous préoccupe, les acides 
aminés affectés se situeraient au site, ou près du site de liaison du substrat. 
D'après Matthew et al (1986), l'augmentation de la force ionique des solutions 
résulte en un affaiblissement des interactions électrostatiques intramoléculaires 
entre les domaines protéiques, ce qui pourrait produire des changements 
conformationnels de la protéine. 
c) Coopérativité 
Bisswanger & Henning (1971) ont démontré que la saturation du 
complexe PDH de E. coli avec le pyruvate procède par une coopérativité 
positive, contrairement au CPDH du rein de boeuf, qui ne manifeste aucune 
coopérativité (Bisswanger, 1980). Cela suggère que la liaison du pyruvate 
n'induit pas forcément un changement de conformation de l'enzyme E1, tel que 
prédit par le modèle de Monod-Wyman-Changeux (1965). Pourtant, Khailova et 
ses collaborateurs (1976) ont rapporté que le CPDH isolé des muscles 
thoraciques du pigeon a une coopérativité positive. Il faut souligner que l'enzyme 
E1 des mammifères a une structure différente de celle de E. coli, comme. nous 
allons le voir à la section B. 
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4.- RÉGULATION 
a) Chez E. COii 
Chez E. coli, les gènes des composantes E1p, E2p et E3 du CPDH ont 
été clonés et désignés aceE, aceF, et lpd respectivement (Stephens et al., 
1983). Il existe des évidences génétiques que E1 p exerce un rôle de régulation 
sur l'expression de l'opéron ace (Guest, 1978; Rice et al., 1984). Des analyses 
transcriptionnelles avec la nucléase S1 ont montré que E1 p et E2p sont 
encodées à partir de deux types de transcripts ace : aceEF, et aceEF-lpd (lequel 
s'étend jusqu'à proximité du gene lpd (Guest et al., 1989); ces résultats ont 
confirmé les suggestions que lpd est un gène distal dans l'opéron ace, et qu'il 
est capable d'expression indépendante, générant ainsi l'enzyme E3 du CPDH. 
E3 serait capable de réguler le gène lpd, lorsqu'elle n'est pas encore associée 
au complexe multienzymatique. 
Kornberg, en 1967, démontrait que la conversion du pyruvate en 
oxaloacétate était médiée par la phosphoénolpyruvate synthétase et la 
phosphoénolpyruvate carboxylase, chez E. coli. De plus, la phosphoénolpyruvate 
synthétase requiert de I' ATP, tandis que la phosphoénolpyruvate caboxylase est 
stimulée significativement par l'acétyl CoA. Schwartz & Reed (1970) ont 
démontré que l'activité du complexe PDH de E. coli est inhibée par l'acétyl CoA 
et la guanosine triphosphate (GTP); ces deux inhibiteurs exercent leur effet à 
des sites différents, sur la décarboxylase E1 du complexe; l'activité du CPDH de 
E. coli est également modulée par les nucléosides mono- et diphospates (Shen 
et al., 1968; Schwartz & Reed, 1968; Schwartz, 1969). Le CPDH-de E. coli n'est 
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pas régulé par phosphorylation-déphosphorylation comme chez les mammifères, 
d'après Schwartz & Reed (1970). 
b) Chez les mammifères 
Behal et ses collaborateurs ont cloné, en 1989, le gène PDA 1 (ou PDHa 1) 
encodant la sous-unité E1 a deS. cerevisiae, lequel est situé sur le chromosome 
V de la levure; Le gène PDH{31 qui encode la sous-unité E113 de S. cerevisiae a 
également été cloné par Miran et al. (1993), et se trouve sur le chromosome Il; 
une faible évidence indiquerait aussi sa localisation sur le chromosome XII. 
L'activité du CPDH de la levure serait médiée par la régulation de la sous-unité 
E1 a, étant donné que cette composante est spécifique au CPDH de la levure et 
est impliquée dans la première et irreversible étape de décarboxylation oxydative 
du pyruvate. Wenzel et al. (1993) ont reporté que l'activité du CPDH n'était pas 
régulée au niveau de la transcription ou de la traduction de PDA 1, mais 
dépendait plutôt des conditions de cultures de cellules exprimant PDA 1 
(aérobiose, anaérobiose, sources différentes de carbone, concentration d'acides 
aminés). Le gène de l'enzyme humaine E1 a a été cartographié sur le 
chromosome X (région p22.1-22.2) par Brown et al. (1989), sur le chromosome 4 
(région q22, testis-spécifique) par Dahl et al., (1990), ainsi que sur le 
chromosome 3 (région p13-q23, Oison et al., 1990) L'organisation structurale du 
gène E1 a humain lié à l'X, consiste en 11 exons et 1 O introns d'une séquence 
globale de 17 kpb (Koike et al., 1990). Le gène de la sous-unité E113 de l'humain 
a été cartographié sur les chromosomes Xp et 3 (Oison et al., 1990); il consiste 
en 1 O exons et 9 introns (Koike et al., 1990). 
À cause de sa position à l'embranchement des différentes voies 
métaboliques, le CPDH est un candidat idéal pour la régulation. Par exemple, 
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durant la synthèse des acides gras, l'activité de la pyruvate déshydrogénase 
doit être augmentée pour fournir assez d'acétyl CoA pour la lipogénèse; aussi, 
en présence de substrats alternatifs comme les acides gras ou les corps 
cétoniques, l'activité pyruvate déshydrogénase doit être supprimée, afin 
d'économiser du glucose pour d'autres tissus, comme le cerveau, qui en 
dépendent. 
Le CPDH peut être régulé par rétroinhibition, ou par modification 
covalente par un mécanisme de phosphorylation-déphosphorylation assuré par 
une kinase et une phosphatase spécifiques associées étroitement au complexe. 
Garland & Randle (1964) ont observé que le CPDH du coeur de porc est inhibé 
par les derniers produits de la réaction qu'il catalyse, c'est-à-dire l'acétyl CoA et 
le NADH; ainsi, dans des conditions métaboliques où les ratios NADH/NAD et 
acétyl CoA/CoA sont élevés, l'activité de la pyruvate déshydrogénase est 
supprimée. E1 est inactivée par sa PDH kinase spécifique, AMP cyclique-
dépendante, qui utilise le MgATP comme substrat (Cooper et al., 197 4; Hucho et 
al., 1972); la réactivation du complexe enzymatique est éffectuée par une PDH 
phosphatase qui requiert du Mg2+ et du ca2+, et qui enlève les groupements 
phosphoryles de l'enzyme phosphorylée. 
La PDH kinase est inhibée par I' ADP (Wieland, 1983) de façon 
compétitive, par le pyruvate de façon non-compétitive (Cooper et al., 1974), 
ainsi que par le NAD et CoASH, mais stimulée par NADH et l'acétyl CoA 
(Batenburg & Oison, 1975 et 1976). Le calcium et le TPP inhibent la 
phosphorylation en se liant, semble-t-il, au site catalytique de E1, causant un 
changement conformationnel de l'enzyme, ce qui rend les groupements 
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hydroxyfe-s des résidus sérine (situég sur la sous-unité a de E1) moins 
àt~~ssibl~s â la PDH kir1!se (Butler etal., 1917). 
La réaction de la PDH phosphatase est activée indirectement par du Ca2+, 
qui facilite la liaison de la phosphatase au complexe central formé par E2, ce qui 
a pour effet de stimuler la phosphorylation (Petit et al., 1972). Le NADH inhibe 
l'activité de la phosphatase, et cette inhibition est levée par NAD (Petit et al., 
1975). 
Le CPDH est régulé de façon spécifique au niveau des différents tissus 
de l'organisme. Dans le coeur et le rein de rats nourris, on retrouve la pyruvate 
déshydrogénase sous une forme à 70% active; cependant, si les rats sont à jeûn 
ou si on y induit le diabète de façon expérimentale, l'activité de l'enzyme est 
réduite à 15% (Wieland et al., 1971 ). Dans le tissus squelettique humain, après 
un jeûne de 12 heures, l'enzyme est seulement à 20% active (Stansbie, 1976). 
Les mêmes effets ont été observé dans le muscle cardiaque de souris normales 
et de souris obèses hyperglycémiques (Lombardo et Menahan, 1978). Ces effets 
peuvent être contournés par l'administration d'insuline ou de nourriture. Le tissus 
du cerveau contient également environ 70% d'enzyme active, mais le jeûne n'a 
aucun effet sur l'état d'activation de l'enzyme dans le cerveau (Siess et al., 
1971 ).Contrairement à ces autres tissus, le foie et le tissu adipeux contiennent 
normalement à peu près 20% d'enzyme active, mais le jeûne ou le diabète n'a 
pas d'effet sur l'état d'activation de ces tissus (Wieland, 1983). L'âge aussi, peut 
affecter l'état d'activation et la régulation de l'enzyme; ainsi, l'enzyme du foie 
fétal de rat existe sous une forme complètement active, contrairement au foie 
normal d'un rat adulte (Weiss et al., 1975), et dans le tissu adipeux, le niveau 
de l'enzyme diminue avec 1 'âge du rat (Kankel et Reinauer, 1976). 
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Dans des coeurs perfusés de rat, la proportion d'enzyme active dépend 
de la concentration de pyruvate (Dennis et al., 1979); lorsque la concentration de 
pyruvate est basse, l'enzyme est presque à 100% active; pour une augmentation 
de la concentration du pyruvate à 1 mM, l'activité de l'enzyme diminue à 50%. 
Quand la quantité de pyruvate continue à augmenter de 1 mM à 10 mM, le 
pourcentage d'enzyme active redevient à 100%. La diminution de l'activité de 
l'enzyme serait attribuable à la baisse des ratios CoA/acétyl CoA et NAD/NADH 
mesurés dans les mêmes coeurs; mais le regain de 100% d'activité de l'enzyme 
peut être expliqué par l'inhibition de la kinase par le pyruvate (Dennis et al., 
1979). 
Le complexe PDH des mammifères peut aussi être régulé par des 
hormones, dans les différents tissus. En effet, l'insuline stimule l'activité de la 
pyruvate déshydrogénase dans le tissu adipeux (Coore et al., 1971 ). Dans le foie 
cependant, l'insuline a peu d'effet sur l'activité de l'enzyme (Patzelt et al., 1973). 
L'insuline a comme effet indirect de diminuer la quantité des acides gras libres 
dans le plasma du rat, ce qui cause un changement des substrats et des 
métabolites dans le foie, et par le fait-même, l'activation de l'enzyme. Chez des 
coeurs de rats diabétiques, l'acide nicotinique seul peut provoquer une baisse 
de la concentration des acides gras libres, sans augmenter la concentration de 
l'enzyme active, alors que dans les mêmes coeurs, l'acide nicotinique et 
l'insuline augmentent le pourcentage d'enzyme active d'un facteur de 3 (Ohlen 
et al., 1978). Néanmoins, Kerbey et ses collaborateurs (1976) n'ont pas pu 
confirmer que l'insuline pouvait activer la pyruvate déshydrogénase dans des 
coeurs diabétiques. Shaw et Boder (1972) avaient pourtant rapporté que 
l'insuline stimule l'oxydation du pyruvate dans des cellules cardiaques de souris 
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en culture, ce qui suggère une activation de l'enzyme dans ce système. 
L'insuline a également un effet activateur sur la pyruvate déshydrogénase dans 
les lymphocytes humains (Curto et al., 1988); des préparations acellulaires de 
lymphocytes préalablement traitées avec l'insuline sont capables de stimuler 
l'activité de la pyruvate déshydrogénase (Curto etal., 1988et1990). 
Divers chercheurs ont proposé des mécanismes par lesquels l'insuline active la 
pyruvate déshydrogénase, mais le mécanisme précis demeure non résolu. 
Contrairement à l'insuline, les agonistes !)-adrénergiques et le glucagon 
ont pour effet de diminuer l'activité de la pyruvate déshydrogénase, ou de 
l'activer très faiblement (Hiraoka et al., 1980; McCormack et Denton, 1981 ). 
McCormack et England (1983) ont également démontré que la concentration de 
ca2+ intracellulaire exerce un effet stimulateur sur l'activité de la pyruvate 
déshydrogénase. 
5.- DÉFICIENCES 
À cause de son rôle essentiel et de sa position stratégique dans la cellule, 
une déficience en complexe pyruvate déshydrogénase peut entraîner de sévères 
erreurs dans le métabolisme oxydatif. Des défauts dans un ou plusieurs des 
composants du complexe PDH sont la cause majeure d'acidose lactique primaire 
chez les enfants et les nouveau-nés; (Blass et al., 1971; Robinson et al., 1984). 
La plupart des déficiences résultent de défectuosités dans la sous-unité E1 a du 
CPDH (Robinson et al., 1989). Des cDNAs de patients souffrant d'acidose 
lactique ont été clonés et séquencés et on y a retrouvé des mutations 
ponctuelles, des délétions, ou même des insertions pouvant atteindre 21 
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nucléotides (Endo et al., 1989; Dahl et al., 1990; Hansen et al., 1991; Chun et 
al., 1991; Wexler etal., 1992; De Meirleir etal., 1992; Matthews etal, 1993). Les 
effets de ces mutations sur la structure et le fonctionnement de l'enzyme E1 sont 
encore inconnus. 
Une déficience en CPDH serait également associée à la maladie 
d' Alzheimer; Gibson et ses collaborateurs (1988) ont noté une baisse d'activité 
du complexe pyruvate déshydrogénase et d'autres enzymes TPP-dépendantes 
chez des patients qui sont atteints d' Alzheimer, alors que l'activité de plusieurs 
autres enzymes importantes, comme la glutamate déshydrogénase et la 
fumarase, n'est pas réduite. 
B.- L'ENZYME PYRUVATE DÉSHYDROGÉNASE (E1) 
1.- RÔLE 
La pyruvate déshydrogénase, E1, du complexe PDH catalyse l'étape 
limitante et irréversible de la décarboxylation oxydative du pyruvate (Gate et al., 
1980); les deux réactions partielles ( équations (2) et (3), page 5) sont catalysées 
par E1. Il a été postulé par Roche et Reed (1972) que, chez les mammifères, la 
réaction de décarboxylation du pyruvate - équation (2) - serait assurée par la 
sous-unité a, alors que la sous-unité f3 s'occupe de l'acylation réductive qui 
s'ensuit - équation (3) -, générant ainsi un groupement acétyl qui sera lié de 
manière covalente à la sous-unité E2 du complexe multienzymatique. 
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2.-STRUCTURE 
Chez E. coli, E1 adopte une conformation de dimère( a2) et a une masse 
de 99.5 kDa (Stephens et al., 1983). Chez les eucaryotes, E1 est un 
hétérotétramère ( a2~2) dont la sous-unité a a un poids moléculaire de 41 kDa, et 
la sous-unité ~ 36 kDa. La forme tétramérique de E1 comporte un site de liaison 
pour le pyruvate et deux sites de liaison au TPP (thiamine pyrophosphate); des 
résidus tryptophane et lysine spécifiques, qui sont localisés au site ou près du 
site de liaison du TPP, pourraient participer à l'attachement du TPP (Stepp et 
Reed, 1985; Khailova etal., 1989). L'interaction de l'apoenzyme E1 avec le TPP 
ou le 2-hydroxyéthyl TPP (un intermédiaire de la réaction catalysée par E1) 
produit une altération de son spectre de dichroïsme circulaire, ce qui dénote la 
formation d'un complexe de transfert des charges entre l'anneau thiazole du 
TPP et le groupement indole du résidu tryptophane de E1. 
Hawkins et al (1989) ont identifié, un motif structurel qui est commun aux 
enzymes qui requierrent le thiamine pyrophosphate comme cofacteur, chez la 
bactérie, la levure et les mammifères. Ce motif comporte une trentaine d'acides 
aminés très conservés entre les différentes espèces et a pour séquence GDG-
X24-26NN. Cette séquence consensus serait impliquée dans la liaison du TPP. 
Wexler et ses collaborateurs ont ensuite aligné, en 1991, les séquences des 
sous-unités E1 a et E1 ~de certains mammifères (dont l'humain), et de l'enzyme 
dimérique E1 de E. coli, et ils ont trouvé que quatre régions étaient très 
conservées; la première serait le site d'attachement à E2, la seconde, le site de 
liaison du pyruvate; aux autres régions on n'a pas attribué de rôle spécifique 
(voir la figure 2). Jusque là, on pensait encore que la liaison du TPP ne se 
retrouvait que sur la sous-unité a de E1. Ce n'est qu'en 1993 , que Robinson et 
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ses collaborateurs ont suggéré que la sous-unité ~ serait également impliquée 
dans la liaison au TPP en utilisant comme modèle la transcétolase de la levure, 
qui est aussi une enzyme TPP-dépendante, et dont la structure a été assez bien 
définie (Lindqvist et al., 1992). 
Des expériences de modification chimiques de la sous-unité E1 purifiée du 
CPDH ont souligné la présence d'un résidu arginine dans chacun des centres 
actifs du complexe multienzymatique, chez le muscle de pigeon (Khailova et al., 
1989). De plus, des structure tridimensionnelles de la pyruvate oxidase et de la 
transcétolase indiquent que des résidus arginines, chez chacune de ces 
enzymes, jouent un rôle important dans leur mécanisme catalytique tel que 
démontré par Muller et Schulz, en 1993, (Lindqvist et al. 1992); ces derniers ont 
suggéré qu'un résidu phénylalanine serait impliqué dans le site de transfert de 
charge de l 'holoenzyme, tel que révélé par une forte absorbance à 330 nm sur 
un spectre de dichroïsme circulaire; pourtant, Khailova et ses collaborateurs 
avaient rapporté en 1986 que cette absorbance était plutôt due à un résidu 
tryptophane. Toutes ces propriétés ont été indiquées à la figure 2, qui montre 
une prédiction de la structure secondaire des sous-unités hE1 a et hE1 ~ de la 
pyruvate déshydrogénase humaine, basée sur les principes de Chou et Fasman 
et réalisée avec le programme DNAST AR. 
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sous-unité h E 1 a 
sous-unité hE1 ~ 
.:;:; - domaine prédit de liaison au TPP (site actif) 
domaine d'interaction des sous-unités 
.. - sites de phosphoryletlon 
• - mutations humaines: 
- D229A - R273G 
- R234G - K284 délété · ." ." - domaine de liaison à E2 
- H263- - R349H 
-271-276: insertion de 21 pb 
Figure 2.- Prédiction de la structure secondaire des sous-unités hE1 a et hE1 ~ 
de la pyruvate déshydrogénase humaine. Cette figure est basée sur les 
prédictions de Chou et Fasman et a été réalisée par le programme DNAST AR. 
Chez les mammifères, E1 a comporte trois sites de phosphorylation sur 
des résidus sérines spécifiques (Yeaman et al., 1978; Sugden et al., 1979). La 
phosphorylation au site 1 correspond à une inactivation majeure (60 -70%) de 
l'enzyme E1 du rein de boeuf, et l'inactivation subséquente de l'enzyme est 
accompagnée par une phosphorylation continuelle du site 1, ainsi que des sites 2 
et 3. La phosphorylation de seulement la moitié de la sous-unité a au site 1 est 
suffisante pour inhiber l'activité enzymatique de E1 chez le rein de boeuf 
(Yeaman et al., 1978). Le rôle des sites 2 et 3 serait d'atténuer la 
déphosphorylation du site 1 (donc d'atténuer l'activation de l'enzyme), par la 
PDH phosphatase (Sugden et al., 1978). Il semble que la déphosphorylation de 
E1 est cinétiquement ordonée, puisque la déphosphorylation du site 2 précède 
celle du site 1 (Sugden et al., 1979 et 1980). 
C.- LE PROJET 
Le complexe pyruvate déshydrogénase est essentiel pour le métabolisme 
du glucose dans les cellules eucaryotes. Nous sommes intéressés aux 
mécanismes au niveau moléculaire de la pyruvate déshydrogénase humaine 
(hE1 ), qui sont encore peu connus. Nous voulons étudier hE1 car la plupart des 
déficiences en CPDH qui ont été reportées impliquent des anomalies au niveau 
de hE1. L'impact des mutations retrouvées dans la sous-unité hE1a (chez les 
enfants souffrant d'acidose lactique) sur la structure et le fonctionnement de 
hE1 est encore très mal compris. Il s'avère nécessaire d'obtenir une méthode qui 
permet la production de grandes quantités de protéines hE1 recombinantes, afin 
de pouvoir l'étudier. Notre objectif est donc de développer un système 
18 
d'expression qui génère des protéines recombinantes, en utilisant les ADNc 
clonés qui encodent les sous-unités de hE1 , de purifier les protéines hE1 a et 
hE1 ~ ainsi obtenues afin de produire des anticorps (pour pouvoir suivre 
l'expression de ces protéines), d'obtenir des protéines hE1 sous forme d'une 
enzyme active. Nous avons créé un tel système chez les bactéries E. coli 8121 
(DE3). Cependant, la surexpression de hE1 a, de hE1 ~ et la co-expression de 
hE1 a~ chez ces bactéries a causé la production des protéines recombinantes 
sous forme d'aggrégats insolubles. Nous avons tenté de solubiliser ces corps 
d'inclusions avec différents agents (guanidine, urée, bromure de 
cétyltriméthylammonium-CTAB-) pour ensuite les reconstituer par dialyse; mais 
la dénaturation des sous-unités a et ~ de hE1 par de tels agents était 
irréversible. Pour faciliter la production des protéines recombinantes hE1 sous 
une forme active, nous avons utitlisé des chaperonines bactériennes GroES et 
GroEL pour les co-exprimer avec les sous-unités a~ de hE1 et pour reconstituer 
les protéines humaines dénaturées. 
Le but ultime de ce projet sera de créer un système pour étudier le 
fonctionnement et la structure de l'enzyme hE1 au niveau moléculaire; cela nous 
donnera une meilleure compréhension de l'effet des mutations qui sont 
associées à certaines maladies chez l'humain. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
A.- Techniques de clonage 
Les enzymes de restriction et de modification de I' ADN ont été obtenus de 
PHARMACIA et NEW ENGLAND BIOLABS, et ont été utilisés selon les 
recommandations des fournisseurs. 
Les fragments d' ADN sont isolés après une électrophorèse sur gel 
d'agarose (généralement 0.8% - 1 %), qui permet leur séparation suivant leur 
poids moléculaire. Le tampon TBE ( Tris.HCI, Borate, EDTA, pH 8.3) est utilisé 
pour lélectrophorèse des ADNs, dans des appareils horizontaux; la migration se 
fait généralement à 1 OO volts 130 milliampères (mA), pendant environ une heure. 
Le gel d'agarose est ensuite coloré dans une solution de bromure d'éthidium 
(EtBr) à une concentration de 5µg/ml pendant 10 à 15 minutes, puis 
photographié sous lumière U.V. à 254 nanomètres (nm). Les bandes d'ADN qui 
nous intéressent sont isolées en découpant le morceau de gel correspondant 
avec un scalpel, sous lumière U.V. Pour récupérer I' ADN, on se sert du 
SEPHAGLAS BANDPREP KIT de Pharmacia. 
La concentration de I' ADN ainsi récupéré est évaluée de façon routinière, 
en le colorant avec de l'EtBr, et en utilisant un standard d' ADN également coloré 
à l'EtBr, dont la concentration est déjà connue. 
20 
1.- Synthèse des ADNc encodant les sous-unités a et ~de hE1. 
L' ARN total de foie humain a été dénaturé par l'hydroxide de mercure de 
méthyle à -100 C pendant 15 minutes. Un héxamère de nucléotide (pdN6) non 
spécifique a été utilisé comme amorce. Après avoir ajouté la transcriptase 
inverse de MLV, la réaction est placée à 37° C pour une heure. 
2.- Amplification de hE1a et hE1{3 par PCR 
La réaction de PCR comprenait I' ADNc de foie humain, 1 OO picomoles de 
chaque amorce, 67 mM Tris. HCI pH 8.8, 6.7 mM MgCl2, 16.6 mM (NH4)2S04, 
10 mM ~mercaptoéthanol, 0.25 mM de chaque dNTPs et une unité de TAQ 
polymérase. Les amorces utilisées pour amplifier le gène humain de E1 a, 
incluant la pro-séquence, sont 
E1 A5p- 5' CGC CTC GAG ATG AGG AAG ATG CTC GCC GCC GTC TC3' et 
E1 A3p- 5' GCG GGT ACC TT A ACT GAG TGA CTT AAA CTT GAT CC3'. 
Les amorces utilisées pour amplifier le gène humain E1 ~ , incluant la pro-
séquence, sont: 
E1 B5p- 5' CGC CTC GAG ATG GCG GCG GTG TCT GGC TTG GTG CG 3' et 
E1 83p- 5' GCG GGT ACC CT A AAT A TT TAA TGT TTT CTT TAT TGC AA3'. 
Le programme Touchdown (Don et al., 1991) a été utilisé pour l'amplification des 
gènes humains. 
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Des sites de restrictions Xhol et Kpnl ont été inclus dans les amorces 5' et 
3' respectivement. Les séquences codantes et les pro-séquences des deux 
sous-unités de hE1 ont été séquencées par la méthode de Sanger et al. ,(1977). 
Les résultats des séquençages ont indiqué la présence d'une seule mutation 
silencieuse dans le gène de hE1 fJ au codon STOP (TAA au lieu de T AG). 
Les ADNc des sous-unités a (1.08 kpb) et f3 (0.98 kpb) contenant encore 
la région encodant leur pro-séquence (de 29 acides aminés pour hE1a et de 30 
acides aminées pour hE1 (3) ont été digérés par Xhol I Kpnl, et ont été insérés 
dans le site de polyclonage de pRSET A (de INVITROGEN) préalablement clivé 
par les mêmes enzymes. Les vecteurs résultant pRSETa et pRSETf3, contenant 
le gène de résistance à l'ampicilline ont été incorporés d'abord dans les cellules 
E. coli Xl1-81ue 1 (recA 1, endA 1, gyrA96, thi-1, hso'R17, supE44, rel A 1, lac, (F' 
proA8, laclQZAM15, Tn10 (te~)) par transformation bactérienne, et les clones 
positifs ont ensuite servi à transformer les cellules-hôtes E. coli 8121 
(DE3)/pLysS . La lignée 8121 (DE3)/pLysS (F- ompT r0 - m0-) de E. coli 
comporte déjà une copie de la T7 RNA polymérase intégrée à son chromosome 
et n'a pas besoin d'être infectée par le bactériophage T7 (Studier et Moffat, 
1986). Le vecteur pLysS permet à la bactérie de produire du lysozyme T7, un 
inhibiteur de la T7 ARN polymérase; en bloquant l'activité basale de la T7 ARN 
polymérase, les 8121 (DE3)/pLysS devraient réprimer l'expression des gènes 
clonés, avant l'addition d1PTG; de plus pLysS confère une certaine stabilité au 
plasmide pRSET (Studier et al, 1990). Les conditions sont donc optimales pour 
une grande production de protéines recombinantes. 
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3.- Construction des vecteurs pRSETma et pRSETm~ 
La région encodant le peptide signal (pro-séquence) responsable de 
diriger les sous-unités a~ de hE1 vers la mitochondrie a été enlevée par PCR en 
utilisant comme matrice les vecteurs pRSETa et pRSETf). La réaction de PCR a 
été effectuée dans les mêmes conditions que mentionnées au paragraphe 
précédent. Les amorces utilisées en 5'pour enlever la pro-séquence des sous-
unités hE1 a et hE1 f) sont, respectivement: 
HE1ADEL-5'CGC CTC GAG TTT GCA AAT GAT GCT AGA TTT GAA3' et 
HBDEL-5' CGC CTC GAG CTG GAG GTG AGA GTT CGT GAT GCT3' 
Les oligonucléotides utilisés en 3' sont E1 A3p (pour hE1 a) et E1 B3p (pour 
hE1f); voir page 21). Des sites de restriction Xhol et Kpnl étaient introduits dans 
les oligonucléotides utilisés comme amorces. Le programme Touchdown a servi 
pour l'amplification des gènes encodant les protéines matures hE1 a et hE1 f). 
Les vecteurs résultants ont été appelés pRSETm a et pRSETm f). 
4.- Construction du vecteur de c<H!xpression de hE1 ma(3 
Le plasmide pRSETma a été digéré par les enzymes de restriction 
Xbal/EcoRI pour produire un fragment de 1.2 kpb contenant le gène hE1 a. Les 
extrémités de ce fragment d' ADN ont été remplies par la T4 DNA polymérase 
pour avoir des bouts francs, phosphorylées par la T 4 DNA polynucléotide kinase, 
puis liguées au vecteur pRSETmf) préalablement digéré par Hindlll, rempli par la 
T 4 DNA polymérase pour générer des extrémités franches, et déphosphorylé par 
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la phosphatase alcaline d'intestin de veau (PHARMACIA). Le vecteur résultant, 
appelé pRSETmap, a été utilisé pour transformer les bactéries E. coli 8121 
(DE3)pLysS et JM109 (DE3). 
5.- Co-transformation de JM109 (DE3) avec pGroESL et pRSETmap 
Les gènes encodant les protéines chaperonines bactériennes GroES et 
GroEL sont clonés dans le vecteur pGroESL (obtenu du Dr. A. Gatenby des 
laboratoires DUPONT; Goloubinoff et al, 1989). Ce plasmide est sous le contrôle 
du promoteur lac et contient le gène de résistance au chloramphénicol. Ces 
chaperonines ont été utilisées précedemment par Wynn et al. (1992, 1994) pour 
faciliter la conformation et l'assemblage adéquats des composantes E1 et E2 du 
complexe a-cétoacide à chaîne branchée déshydrogénase de boeuf, in vivo et in 
vitro. Les chaperonines GroES et GroEL ont été purifiées selon la méthode 
décrite par Landry et Gierasch (1991 ). 
Les bactéries E. coli JM109 (DE3) (endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-. 
mk+), relA1, supE44, 11(/ac-proAB), -F', traD36, proAB, laclqZL\M15-) comportent 
une copie de la T7 RNA polymérase, et ont été co-transformées avec les 
vecteurs pGroESL et pRSETmap. 
6.- Préparation des cellules compétentes 
La méthode de préparation des cellules compétentes utilisée est celle qui 
a été décrite antérieurement par Hanahan (1983) 
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7.- Minipréparation de plasmides 
Chaque colonie à analyser est ensemencée dans 1 .5 ml de milieu LB 
(Luria-Bertani, Maniatis et al., 1989, page A-1) contenant 1 OO µg/ml d'ampicilline, 
et incubée à 37°C avec agitation, pendant 16 heures. L' ADN plasmidique est 
ensuite extrait des bactéries par la méthode de lyse alcaline décrite 
antérieurement par Maniatis et al., (1989, chapitre 1 ). 
B.- Expression des protéines 
1.- Induction de l'expression 
Les bactéries Bl21 (DE3)/pLysS transformées sont ensemencées dans 1 O 
ml de milieu LB contenant des antibiotiques : 100 µg/ml d'ampicilline, 35 µg/ml 
de chloramphenicol, marqueur de sélection du plasmide pLysS intégré dans les 
Bl21 (DE3), ce plasmide permet à la cellule d'accumuler un certain niveau de 
lysozyme, ce qui facilite leur lyse pour l'extraction des protéines. Les cultures 
sont incubées à 370 C avec agitation pendant 16 heures, puis diluées 1 OO fois 
dans du LB contenant les mêmes antibiotiques, et remises à incuber de la même 
façon, jusqu'à l'obtention d'une densité optique à 600 nm (D.0. 600) de 0.6. On 
refroidit les cultures à 20° C dans un bain eau-glace, puis on induit lexpression 
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des gènes avec 1 mM dïPTG (lsopropyl-~-0-thio-galactoside), et on incube à 
nouveau les cultures à 37° C, 250 C, ou 150 C pendant 24 heures. 
2.- Extraction des protéines 
Toutes les étapes de la lyse cellulaire ont été effectuées à 4° C. Les 
cultures induites sont centrifugées à 5000 rpm pendant 1 O minutes; les culots de 
cellules sont rincés avec un tampon A (50 mM Tris.HCI pH 7.5, 1 OO mMNaCI, 5 
mM EOTA), et resuspendus dans un tampon de lyse (50 mM NaPi pH 7.0, 2 mM 
MgCl2, 0.2 mM TPP, 0.1% Triton X-100, 0.75 mM NaN3, 0.1 mM EOTA, 0.25 mM 
OTT, 1 OO mM NaCI) contenant des inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF (phényl 
méthyle sulfonyle fluorure) et 1 mM de benzamidine). La suspension est ensuite 
gelée dans un mélange glace sèche-méthanol, puis immédiatement dégelée à 
37° C. Ce cycle de gel-dégel est répété 2 fois. Les cellules ainsi lysées libèrent, 
entre autres, des acides nucléiques qui rendent la suspension très visqueuse. On 
fragmente donc les AONs par 3 sonications de 30 secondes, à un cycle de 50 %, 
soit jusqu'à la perte de viscosité. Le lysat est ensuite clarifié par centrifugation à 
12000 rpm pendant 20 minutes, et gardé à -800 C. 
3.- Électrophorèse des protéines sur PAGE-SOS 
Les protéines sont séparées par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide-sulfate dodécyl de sodium (PAGE-SOS); le gel contient 10 % 
d'acrylamide-bis acrylamide, 30:0.8, d'après la méthode de Laemmli eta/(1970). 
Le marqueur de poids moléculaire a été obtenu de la compagnie Bio-Rad, et les 
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poids en kilodaltons (kD) correspondent à la Phosphorylase b (94 kD), la BSA 
(67 kD), !'Ovalbumine (43 kD), I' Anhydrase carbonique (30 kD), la Soybean 
Trypsin lnhibitor (20.1 kD), et la-Lactalbumine (14.4 kD). La migration se fait à 
200 volts pendant une heure, puis le gel est fixé dans une solution de méthanol-
eau distillée (50:50), puis coloré au bleu de Coomassie (Wilson, 1979) ou à 
l'argent de la façon suivante: On fixe le gel dans la solution de 50% méthanol 
pendant une minute au four à micro-ondes; on agite environ une minute à la 
température de la pièce. Après avoir répété cette étape, on colore le gel en 
l'agitant pendant environ 3 minutes dans une solution comprenant 21 ml de 0.36 
% NaOH, 1.4 ml de 14.8 M NH40H, à laquelle on a ajouté goutte à goutte 4ml de 
20 % AgN03; le volume final de cette solution est ajusté à 100 ml avec de l'eau 
distillée. Le gel est ensuite rincé abondamment avec de l'eau distillée, puis on 
ajoute une solution de détection (1.25 ml de 1 % acide citrique, 0.125 ml de 38 % 
formaldéhyde) dont le volume final est ajusté à 250 ml avec de l'eau distillée; on 
chauffe une minute au four à micro-ondes, puis on agite le gel dans cette solution 
de detection jusqu'à l'apparition des bandes de protéines. 
4.- Purification des protéines 
Le plasmide pRSET permet l'expression des sous-unités a et 13 de hE1 
sous forme de protéine de fusion, ayant à son extrémité N-terminale une 
séquence de six histidines (poly-His), séparée de la protéine recombinante par 
un site de clivage pour l'entérokinase. Cela permet la purification de la protéine 
par chromatographie d'affinité, (la queue de poly-His pouvant se lier très 
fortement à un ion métal divalent comme le zinc ou le nickel) sur une résine de 
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sepharose saturée en nickel. La queue de poly-His peut ensuite être séparée de 
la protéine par traitement avec l'entérokinase. 
a) Purification sous conditions dénaturantes 
La purification des protéines recombinantes insolubles a été effectuée 
sous conditions dénaturantes, à la température ambiante. 
Dénaturation par rurée.- Les aggrégats ont été dissouts dans un tampon 
A (20 mM NaPi, 500 mM NaCI, 6 M guanidine-HCI, pH 7.8). La suspension de 
protéines est clarifiée par centrifugation à 10000 rpm pendant 1 O minutes, et par 
filtration à travers un filtre de 0.2 µm, avant d'être déposée sur la résine de 
sépharose (CHELATING SEPHAROSE FAST FLOW, obtenue de PHARMACIA) 
préalablement équilibrée avec un tampon B (20 mM NaPi, 500 mM NaCI, 8 M 
urée, 1 mM imidazole, pH 7.8). La résine, chargée des échantillons, est lavée 
avec 1 O volumes de tampon B. Les protéines recombinantes sont ensuite éluées 
par un gradient dïmidazole. Les protéines sont généralement décrochées de la 
résine lorsque la concentration dïmidazole atteint 200 mM. 
Dénaturation par le CTAB.- Le bromure de cétyltriméthylammonium 
(CT AB), un surfactant cationique, a été utilisé pour solubiliser les aggrégats 
protéiques; ces derniers sont dissouts dans un tampon C (100 mM Tris.HCI pH 
10, 2 % (v/v) ~mercaptoéthanol, 5 % (w/v) CTAB), à 55° C pendant une heure, 
avant d'être purifiés tel que décrit dans le paragraphe précédent. 
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b) Purification sous conditions natives 
Les protéines solubles sont purifiées sous conditions natives à 4° C, par 
un gradient d'imidazole. La résine saturée en nickel était d'abord équilibrée par 
un tampon D (20 mM NaPi, 500 mM NaCI, 1 mM imidazole, pH 7.8). 
5.- Production des anticorps 
Les anticorps anti-hE1a (A1) et anti-hE1j3 (81) ont été produits chez le 
lapin, en suivant le procédé décrit par Maniatis et al. (1989); 250 µg de protéines 
recombinantes hE1 a et hE1 j3 ont été injectées séparément à des lapins, par voie 
intramusculaire. Les protéines étaient diluées dans du PBS (phosphate-buffered 
saline) et ajoutées à un volume égal d'adjuvant complet de Freund. Après quatre 
semaines, un premier rappel a été fait par injection de 1.5 mg de chaque protéine 
(a et j3), puis un deuxième rappel après huit semaines. Un saignement des lapins 
a été effectué. Après la coagulation du sang pendant 12 heures à 4oc, le sérum 
contenant les anticorps a été obtenu par centrifugation à 10000 rpm pendant 1 o 
minutes. 
6.-Transfert et lmmunodétection des protéines 
Après avoir migré sur un gel de PAGE-SOS, les protéines sont transférées 
sur une membrane de nitrocellulose (Hybond C, d' AMERSHAM), préalablement 
trempée 15-30 minutes dans un tampon de transfert froid (25 mM Tris.Hel, 192 
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mM glycine, 20 % (v/v) méthanol, pH 8.3), selon le système d'électro-transfert de 
la compagnie BIO-RAD. La détection immunologique des protéines 
recombinantes se fait par la technique de chemiluminescence (ECL 
d' AMERSHAM) tel que décrit par ce fabricant. Les anticorps de lapin A 1 et 81 
ont été utilisés pour la détection des protéines recombinantes hE1 a et hE1 ~ 
respectivement. 
7.- Reconstitution des protéines dénaturées 
Les protéines hE1 a et hE1 ~ purifiées sous des conditions dénaturantes 
ont été reconstituées de trois manières: 
a) Méthode rapide.- Les protéines purifiées dans des conditions 
dénaturantes ont été concentrées par un filtre Centricon (AMICON) dans lequel 
on fait passer graduellement un tampon renaturant (20 mM KPi pH 7.0, 2 mM 
MgCl2, 0.2 mM TPP). Cela se fait par une centrifugation à 5000 rpm, à 4° C. 
b) Méthode lente.- Cette technique consiste à dialyser les protéines 
contre le même tampon renaturant, à 4°C pendant 12 heures. 
c) Reconstitution avec les chaperonines bactériennes GroES et 
GroEL.- Les protéines dénaturées a~ (dont la concentration était de 2.7 mg /ml) 
ont été diluées 100 fois dans un tampon de reconstitution (50 mM Tris.HCI pH 
7.5, 12 mM MgCl2, 600 nM GroESL, 5 mM ATP, 0.2 mM TPP), et incubées à 
25°C, pendant 15 minutes. La réaction fut ensuite arrêtée avec 50 mM d'EDTA, 
et mise sur glace avant de tester l'activité enzymatique des protéines ainsi 
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reconstituées. La molarité des chaperones GroESL a été calculée en se basant 
sur leur poids moléculaire monomérique ( 60 kDa pour GroEL et 1 O kDa pour 
GroES). 
8- Essais d'activité enzymatique 
Des extraits bruts de protéines hE1 recombinantes, ou des préparations 
de protéines hE1 purifiées ont été analysés pour leur activité enzymatique. Le 
principe utilisé a été décrit par Kresze, (1988); de légères modifications y ont été 
apportées. Les essais sont effectués dans des vials de 20 ml pour liquide à 
scintillation; on y place un morceau de papier Whatman (de 6 mm de diamètre) 
imbibé de 150 µ1 de CARBO-TRAP 2 (un absorbant de dioxyde de carbone). La 
réaction enzymatique se fait dans un tube eppendorf de 1.5 ml placé à l'intérieur 
du vial, de telle sorte à ne pas toucher le papier Whatman. La concentration des 
protéines a été évaluée d'après la méthode de Bradford (1976) en utitlisant 
comme standard l'immunoglobuline gamma (lgG) bovine. On mélange 40 µ1 de 
la solution de protéines (variant de 0.1 à 200 µg de protéines) à 50 µ1 de tampon 
d'essai (100 mM KPi pH 6.2, 0.5 mM EDTA, 2 mM MgS04, 2 mM CaCl 2 , 1 mM 
TPP, 0.5 mM DCPIP (2,6-dichlorophénolindophénol) qui joue le rôle d'accepteur 
d'électrons). Cette suspension est pré-incubée à 370 C pendant 2 minutes, avant 
que la réaction soit commencée par l'addition de 10 µ1 (50 nCi) de sodium-(1-
14C)pyruvate , à une concentration finale de 0.25 mM. Après 30 minutes 
d'incubation à 37° C, la réaction est arrêtée par l'ajout de 50 µ1 de HCI 3 M, pour 
convertir les ions H14C03- en 14002 libre; le 14002 libéré est retenu (piégé) par le 
CARBO-TRAP 2 après une incubation d'une heure ou plus à 25°C. Les 
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eppendorfs sont ensuite enlevés, 1 O ml de liquide à scintillation sont ajoutés au 
vial, puis la radioactivité est mesurée par un compteur (BECKMAN LS 250). 
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RÉSULTATS 
1.- Clonage des sous-unités a et ~ de hE1 dans le vecteur pRSET 
La figure 3 représente la construction des vecteurs d'expression pRSET a 
et pRSET~. Le vecteur pRSET est basé sur le promoteur du bactériophage T7; 
La T7 ARN polymérase est hautement sélective pour ses propres promoteurs 
.(Studier et Moffat, 1986), contrairement à I' ARN polymérase de E. coli. La 
transcription contrôlée par la T7 ARN polymérase peut être si active qu'elle 
inhibe et diminue la transcription par I' ARN polymérase de E. coli. Lorsque 
I' ARNm est traduit de façon efficace, la production des protéines peut atteindre 
jusqu'à 50 % des proptéines totales de la cellule-hôte en 3 heures ou moins. 
Nous avons en effet observé qu'après seulement 2 heures d'induction par 
11PTG l'expression des protéines recombinantes hE1 était très élevée; (voir 
figure 4, pistes 2). 
Cependant, la production de protéines eucaryotes chez E. coli provoque 
fréquemment une accumulation de ces protéines étrangères sous forme 
d'aggrégats insolubles, appelés corps d'inclusions (Williams et al., 1982), surtout 
si ces protéines sont surexprimées chez E. coli. C'est le problème que nous 
avons rencontré avec l'expression des sous-unités a et ~de hE1 chez les 8121 
(DE3). On peut voir , en effet, à la figure 4, que la majorité des protéines hE1 a et 
hE1 ~ produites se retrouvent sous forme insoluble (pistes 4). Le promoteur T7 
est si efficace qu'il provoque une expression très rapide des protéines. Nous 
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Figure 3.- Construction des vecteurs d'expression pRSETa et pRSET~; SCM: 
site de clonage multiple; RBS: site de liaison au ribosome (Ribosome Binding 
Site); EK: site de clivage par l'entérokinase; (His)6: queue de poly-histidine; pT7: 
promoteur du bacrériophage T7; Amp: gène de résistance à l'ampicilline 
(marqueur de sélection); F1 ori: origine de réplication du phage F1. 
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Figure 4.- Expression de hE1 a6 par les E. coin 8121 (DE3)/pL.ysS. Les protéines ayant migré sur un gel PAGE-
SDS sont colorées au bleu de Coomassie. La photo d'en haut représente l'expression de hEa, et la photo d'en 
bas, celle de hE1 f3. Std: standard de poids moléculaire; 1: extrait protéique total avant l'induction par 11PTG; 2: 
extrait protéique total après l'induction; 3: extrait total après la sonication; 4: culot; 5: surnageant; a, f3: 
préparations purifiées de hE1 a et hE1 f3 respectivement. 
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avons donc pensé qu'en faisant pousser les bqctéries plus lentement , les 
protéines recombinantes seraient exprimées sous une conformation native. 
Schein et Noteborn (1988) ont démontré que des protéines recombinantes 
pouvaient être obtenues sous une forme soluble chez E. coli, lorsque la 
température de croissance des bactéries était diminuée. Ils ont exprimé 
l'interféron hurnam INF-a2 chez des bactéries E. coli, et à une température entre 
23°-30°C, 30-90 % de cette protéine humaine était produite sous une forme 
soluble, alors qu'à 37°C, INF-a2 était majoritairement sous forme d'aggrégats. 
En nous basant sur cette observation qu'une diminution de la température 
d'induction de l'expression de protéines eucaryotes chez E. coli pouvait 
influencer la production des protéines étrangères sous une forme native, nous 
avons donc fait croître les cellules 8121 (DE3)/pLysS à 25°C, après avoir ajouté 
11PTG. Mais cela n'a pas augmenté la quantité de nos protéines humaines sous 
forme soluble (résultats non montrés). Davie et ses collaborateurs rapportaient 
pourtant, en 1992, l'obtention d'une composante E1 soluble et fonctionnelle du 
complexe a-cétoacide à chaîne branchée déshydrogénase, lorsqu'ils co-
exprimaient ta sous-unité E1 a de l'humain et la sous-unité E1 ~ bovine, à 24°C 
chez E.coli, après l'induction par 11PTG. Il faut souligner que la proportion de 
protéines solubles qu'ils ont obtenue était assez faible (0.07 % du lysat protéique 
total). 
Nous avons ensuite tenté d'obtenir des protéines hE1 sous forme native 
en diminuant la concentration d1PTG utilisée pour l'induction, espérant que cela 
réduirait ta vitesse de croissance des bactéries, pour permettre à nos protéines 
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humaines d'être produites sous une conformation correcte; les résultats (non 
inclus) étaient toujours les mêmes. En fait, nous avons pu constater que la 
quantité d'IPTG, même jusqu'à 1 OO fois inférieure à celle recommandée 
habituellement, qui est de1 mM, (Maniatis et al, 1989, chapitre 17) ne nuisait pas 
à l'expression des protéines recombinantes: elles étaient toujours produites en 
grande quantité, mais sous forme insoluble. 
Une autre tentative pour éliminer la production de nos protéines humaines 
hE1 sous forme de corps d'inclusions a été de les exprimer en présence de 
bétaïne et de sorbitol. Blackwell et Horgan rapportaient effectivement (1991) que 
ces deux agents pouvaient faciliter l'expression de protéines recombinantes sous 
forme active, d'après une méthode (décrite antérieurement par Brown, 1976) qui 
implique l'utitlisation du stress osmotique pour faciliter l'incorporation du "soluté 
compatible11 , le glycyl bétaïne. Nous avons exprimé les protéines a et j3 de hE1 
en présence de 2.5 mM de bétaïne et de 1 M de sorbitol, mais elles formaient 
toujours des aggrégats (résultats non montrés). Il faut souligner que la protéine 
exprimée chez E. coli par Blackwell et Horgan est aussi d'origine procaryotique, 
cela a probablement facilité sa production sous une conformation native. 
La région encodant la pro-séquence de 30 acides aminés (pour hE1 13) et 
de 29 acides aminés (pour hE1 a) responsables de diriger les sous-unités de hE1 
vers la mitochondrie, était encore présente dans les constructions des vecteurs 
pRSET a et pRSETj3; les protéines recombinantes contenant encore leur peptide 
signal ont été produites sous forme d'aggrégats, tel qu'on peut le voir à la figure 
4; Nous avons pensé que ces protéines recombinantes se seraient mieux 
conformées et deviendraient solubles si elles étaient exprimées sous leur forme 
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mature (sans la pro-séquence). Les pro-séquences de chacune des sous-unités 
de hE1 ont donc été enlevées par PCR, en utilisant comme matrice les vecteurs 
pRSETa et pRSETf3, tel que mentionné à la page 23. Les figures 5 et 6 illustrent 
l'expression individuelle des sous-unités a et 13 de hE1 sans leur pro-séquence 
respective, à différentes températures d'induction (25°C et 37°C); on peut voir 
que les protéines sont majoritairement insolubles (figures 5 et 6, pistes C37 et 
C25). Pour hE113, il semble qu'une faible proportion serait produite sous forme 
native (surnageants, figure 6, pistes 831 et 825). À ce stade-ci, cela ne nous est 
pas très utile puisqu'il faut que les deux sous-unités matures a et 13 de hE1 
soient associées pour que cette enzyme soit active. Nous avons également 
exprimé les protéines matures hE1 a et hE1 f3 en présence de bétaine/sorbitol, 
mais cela n'a pas augmenté la proportion de protéines humaines sous forme 
native (résultats non montrés). 
2.-Construction du vecteur de co-expression pRSETmaf3 
Nous avons considéré que les sous-unités a et f3 de hE1 devraient être 
exprimées ensemble, plutôt que séparément; en étant co-exprimées, ces sous-
unités auraient la possibilité de s'associer pour constituer l'enzyme hE1 active et 
seraient donc produites sous une forme soluble et native. La figure 7 illustre la 
construction du vecteur de co-expression des sous-unités matures a et f3 de hE1. 
Nous avons choisi d'exprimer les gènes des sous-unités af3 sur le même 
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Figure 5.- Expression de hE1 ma jndujte à 37°C et à 25°Cpar les E. coti 8121 (DE3)/plysS. En haut, gel de 
polyacrylamide-SDS montrant les protéines colorées à l'argent; en bas, immunodétection (Western blet) des 
protéines hE1 a; L'anticorps A 1 (anti-hE1 a) a été utilisé pour la détection. Std: standard de poids moléculaire; a: 
préparation purifiée de hE1 a; pR: extrait protéique total des cellules transformées avec le vecteur pRSET seul, 
comme contrôle négatif; To: avant l'induction; $37 et C37: surnageant et culot quand l'induction est à 37°C; S2s et 





Figure 6.- Expressjon de hE1mt} induite à 37°C et à 25°C par les E. co/i 8121 (DE3)/plysS. La photo d'en haut 
montre les protéines colorées à l'argent, sur PAGE-SOS, et celle d'en bas l'immunodétection de hE1~; l'anticorps 
81 (anti-hE1 f}) de lapin a été utilisé pour la détection; f}: préparation purifiée de hE1 f}; S37 et C37, S2s et C2s: 
surnageants et culots lorsque l'induction se fait à 37°ou à 25°C respectivement. Les autres abbréviations sont les 
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2.-Constructlon du vecteur de co-expression pRSETma~ 
Nous avons considéré que les sous-unités a et ~ de hE1 devraient être 
exprimées ensemble, plutôt que séparément; en étant co-exprimées, ces sous-
unités auraient la possibilité de s'associer pour constituer l'enzyme hE1 active et 
seraient donc produites sous une forme soluble et native. La figure 7 illustre la 
construction du vecteur de co-expression des sous-unités matures a et ~ de hE1. 
Nous avons choisi d'exprimer les gènes des sous-unités a~ sur le même 
vecteur, afin d'obtenir le même nombre de copies du plasmide pRSET dans la 
cellule (ce qui ne serait pas forcément le cas avec des plasmides différents pour 
chaque sous-unité de hE1). C'est une construction basée sur une expression 
polycistronique des gènes de hE1, sous le contrôle d'un seul promoteur pT7 et 
un seul site de terminaison (Stop). Les sites de liaison au ribosome (RBS) sont 
maintenus pour chaque gène pour que la traduction soit efficace. Davie et al. 
(1992) ont reporté que le composant E1 du complexe a-cétoacide à chaîne 
branchée déshydrogénase est fonctionnel lorsque ses sous-unités sont co-
exprimées chez E. coli, dans le même compartiment cellulaire de l'hôte. 
L'expression des protéines matures hE1a~ est obtenue, comme on peut le 
constater à la figure 8, mais sous forme d'aggrégats insolubles (les protéines 
recombinantes se trouvant dans le culot). Ici encore, nous avons induit 
l'expression des protéines recombinantes à différentes températures (25° et 
37°C), pour augmenter leur solubilité, mais sans succès. Puisque l'expression 
des gènes sous le contrôle du promoteur T7 est tellement rapide qu'elle cause, 
encore une fois, la production des protéines sous forme de corps d'inclusions, en 
réduisant davantage la vitesse de croissance des bactéries, cela pourrait 
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Figure7.- Construction du vecteur de co-expression pRSETma6. EK: site de 
clivage par l'entérokinase; (His)6: queue de poly-histidine; pT7: promoteur du 
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Figure 8.· Co-expressjon des sous-unités matures a et '3 de hE1 à 37°C et à 25°C par les E. coll 8121 
(DE3)/pLysS. En haut, gel de polyacrylamide-SDS montrant les protéines colorées à l'argent ; en bas, 
immunodétection des sous-unités matures a et f3 cc-exprimées. Les anticorps A1 et 81 (anti-hE1a et anti-hE1f3) de 
lapin ont été utilisés pour la détection; a, (3: hE1 ma et hE1 mf3 exprimées séparément, mis comme contrôles; 537 et 
C37, S2s et C2s: surnageants et culots obtenus quand l'induction se faisait à 37° et à 25°C, respectivement. Les 
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Figure 9.- Expression de hE1 à 15°C par les E. coli 8121 (DE3.). En haut, on voit les protéines colorées à l'argent 
sur un gel de polyacrylamide-SDS; en bas, c'est l'immunodétection des sous-unités matures a et 13 de hE1. Les 
anticorps A1 et 81 de lapin ont servi à la détection; Std: standard de poids moléculaire; a, 13: préparations purifiées 
de hE1 a et hE113; as, 13s, a~s: surnageants de a, 13 (exprimés séparément) et de al3 (cc-exprimés); ac, ~c, a13c: 
culots de a, 13 (exprimées séparément) et de al3 (co-exprimés); pR: extrait des cellules transformées avec le 
vecteur pRSET seul. 
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protéines recombinantes d'être synthétisées sous une conformation 
native. L'expression des sous-unités matures de hE1 a donc été induite à 15°C, 
car à cette température la croissance des bactéries est plus lente, mais la 
traduction des protéines est toujours disponible; pourtant, la figure 9 nous montre 
que la solubilité des protéines humaines recombinantes n'a pas augmenté, 
lorsque leur expression est induite à 15°C, sauf dans le cas où la sous-unité a 
est exprimée séparément. (Figure 9, piste as). Cet extrait protéique brut où 
hE1 a est soluble a été combiné à celui où on retrouve hE1 f3 sous forme soluble 
lorsquïnduite à 25°C (figure 7, piste S2s). Des tests d'activité de hE1 ainsi 
reconstituée ont été effectués tel que décrit à la page 30. Nous avons obtenus de 
l'activité enzymatique pour ces extraits protéiques comprenant les sous-unités 
matures af3 mélangées, mais lorsque les essais étaient effectués sur des extraits 
bruts provenant de cellules exprimant le vecteur pRSET seul (sans les ADNc de 
hE1 ), l'activité enzymatique était la même, ce qui suggère que cette activité ne 
provient pas de hE1, mais plutôt de E. coli (résultats non montrés). 
3.- Dénaturation et reconstitution des corps d'inclusions 
Nous avons finalement résolu de dénaturer les protéines produites sous forme 
de corps d'inclusions en utilisant le surfactant cationique CTAB (ou bromure de 
cétyltriméthyammonium). Puri et al., rapportaient (1992) que la solubilisation de 
l'hormone de croissance de porc recombinante (rPGH, produite sous forme de 
corps d'inclusions chez E. coli) avec le CTAC (ou chlorure de 
cétyltriméthylammonium) dénaturait de façon non irréversible la rPGH, 
comparativement à l'urée ou la guanidine. Le CTAC est un surfactant cationique 
portant un groupement de charges positives, et une chaîne latérale acyle de 16 
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carbones. Le mécanisme d'action du CTAC serait sa liaison aux protéines 
partiellement dépliées des corps d'inclusions, via des interactions à 
prédominance hydrophobique par sa chaîne latérale acyle, et la solubilisation 
subséquente des corps d'inclusions résulterait des répulsions électrostatiques 
entre le groupement positivement chargé du surfactant. Nous avons donc 
solubilisé les aggrégats protéiques avec le CT AB (Puri et al., ont rapporté que la 
différence entre les ions c1- et Br- n'était pas critique), comme nous l'avons 
décrit à la page 28, et ensuite nous avons purifié les protéines par un gradient 
dïmidazole, et les avons reconstituées par la méthode rapide (centricon) ou la 
méthode lente (dialyse), décrites à la page 30, avant d'en tester l'activité. 
4.- Essais d'activité enzymatique des protéines reconstituées par dialyse 
L'essai d'activité enzymatique de hE1 est basé sur la relâche de 14002 
provenant de la décarboxylation du pyruvate. Comme contrôle positif, le CPDH 
du coeur de porc (obtenu de SIGMA) a été utilisé. La figure 1 O montre l'activité 
du CPDH porcin versus celle des protéines hE1 recombinantes dénaturées et 
reconstituées par la méthode rapide ou la méthode lente. On peut voir que les 
protéines hE1 dialysées ne sont pas actives. Donc cette méthode de 
reconstitution ne fonctionne pas. 
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Activité du CPDH porcin vs. hE1 dia lysée 
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Figure 1 O.- Activité enzymatjgue du complexe PDH porcin yersus celle des 
protéines recombinantes hE1 reconstituées par dialyse. La concentration des 
protéines est expriméee en µg/ml; La relâche de 1•C02, qui provient de la 
décarboxylation du pyruvate par lenzyme E1, est exprimée en nanomoles. 
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5.- Expression de hE1 en présence des chaperonines GroES et GroEL 
Les chaperonines bactériennes GroES et GroEL (GroESL) sont des protéines 
oligomériques qui favorisent la conformation adéquate de certaines protéines, 
généralement en inhibant leur mécanisme d'aggrégation (Ellis, 1990). Le rôle 
des chaperones bactériennes GroESL dans la catalyse du repliement correct 
d'une variété de polypeptides dénaturés ou nouvellement synthétisés est très 
important et a été établi lors de la reconstitution de la rhodanese (Mendoza et al., 
1991 ), de la citrate synthase (Buchner et al., 1991 ), ou de la ribulose 
biphosphate carboxylase (Goloubinoff et al., 1989). GroEL est un 14-mère de 
840 kDa, et GroES, un heptamère de 70 kDA (Wynn et al., 1994), et seraient 
également impliquées dans la réplication de I' ADN chez E. coli (Goloubinoff et 
al., 1989). La figure 11 représente l'expression des protéines hE1 af) co-
exprimées ou non avec les chaperones GroES/GroEL, à différentes 
températures, chez les E. coli JM 109 (DE3) qui comportent une copie de la T7 
RNA polymérase; (les 8121 (DE3)/pLysS ont été co-transformées avec pGroESL 
et pRSETmaf), mais nous n'avons pas obtenu de transformants. C'est pourquoi 
nous avons utilisé les cellules JM109 (DE3) qui étaient permissives à cette co-
transformation). On peut voir que les protéines recombinantes se retrouvent dans 
le surnageant, lorsqu'exprimées à 25°C avec GroESL (figure 11, photo du bas, 
piste 7). Cela suggère que les chaperonines GroESL auraient favorisé la 
conformation et le repliement adéquats des protéines hE1 recombinantes. Wynn 
et ses collaborateurs (1992) avaient rapporté que les chaperonines bactériennes 
GroES et GroEL pouvaient aider à l'assemblage convenable des sous-unités de 
l'enzyme E1 du complexe a-cétoacide déshydrogénase à chaîne branchée, in 
vivo. Nous avons donc un système qui nous permet d'obtenir des protéines hE1 
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Figure 11.- Expression de hE1 avec ou sans les chaperonines GroESL par les E. coli JM 109 (DE3}. En haut, 
protéines colorées à l'argent sur un gel de polyacrylamide-SDS; en bas, immunodétection de hE1; Les anticorps 
A1 et 81 de lapin ont servi à la détection. Std: standard de poids moléculaire; af3: préparations purifiées de hE1a~; 
pistes 1 et 2: surnageant et culot de hE1 a~ induite à 37°C; pistes 3 et 4: surnageant et culot de hE1 a~ induite à 
25°C; pistes 5 et 6: surnageant et culot de hE1 a~ co-exprimées avec GroESL, à 37°C; pistes 7 et 8: surnageant et 
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Figure 12.- Activité enzymatique testée à partir des extraits bruts (surnageants) 
de cellules exprimant les chaperonines GroES et GroEL seulement, ou co-
exprimant les sous-unités matures a~ de hE1 avec les chaperonines GroESL. 
L'essai est tel que mentionné à la figure 1 O. 
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sous une forme soluble. Il nous reste maintenant à vérifier si ces protéines 
humaines sont actives. 
6.- Essai d'activité des protéines hE1al3 co-exprimées avec les 
chaperonines GroES et GroEL 
L'activité des protéines recombinantes hE1 exprimées en présence des 
chaperones GroESL (figure 11, piste 7) a été testée directement à partir des 
lysats protéiques bruts (surnageants). La figure 12 représente l'activité 
enzymatique mesurée à partir des cellules qui expriment GroESL avec ou sans 
les protéines humaines hE1. Puisque dans les deux cas, on obtient de lactivité 
enzymatique, cela suggère que cette activité est endogène et serait donc due 
aux déshydrogénases bactériennes. 
7.- Reconstitution de hE1 en présence des chaperonines GroESfGroEL 
Les sous-unités al3 de hE1 dénaturées ont été ensuite reconstituées en 
présence des chaperonines GroESL, selon la réaction décrite en page 30, et 
l'activité enzymatique de hE1 a ainsi été récupérée, comme on peut le voir à 
la figure 13. Les sous-unités individuelles a et 13 dénaturées de hE1 ont été 
également reconstituées par ces chaperonines, mais on n'y retrouve pas 
d'activité enzymatique, (figure 13) ce qui montre bien qu'il faut que a et 13 soient 
associées pour que lenzyme hE1 soit active. Ces résultats dont comparables à 
ceux 
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Figure 13.- Activité enzymatigue des protéines recombinantes hE1 a~ 
reconstituées in vitro par les chaperonines GroES ·et GroEL, versus l'activité des 
sous-unités individuelles, également reconstituées par ces mêmes chaperones. 
L'essai est tel que mentionné à la figure 1 O. 
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rapportés par Wynn et al. (1992), lors de l'expression de la composante E1 
fonctionnelle du complexe a-cétoacide à chaîne branchée déshydrogénase; ils 
rapportaient aussi que les chaperonines GroESL facilitaient lassemblage des 
sous-unités aj3 en se liant d'abord à la sous-unité E113. Ce serait donc aussi 
l'étape limitante dans la réaction de reconstitution des sous-unités a et 13 de hE1. 
Le pourcentage d'erreur sur la quantité de 14002 relâchée était d'environ 
25 % Pour les autres essais, le pourcentage d'erreur était d'environ 10 %; Pour 
chaque concentration de protéines, les essais d'activité ont été faits plusieurs 
fois en triple; et malgré le pourcentage d'erreur, les essais répétés démontrent 
clairement que l'enzyme hE1 recombinante est fonctionnelle. Nous avons 
donc mis au point un système qui nous permet d'obtenir la composante E1 
du CPDH humain sous forme active. 
La concentration optimale des protéines requise pour leur reconstitution 
est relativement faible; Pohl et al. (1994) ont rapporté que cette concentration 
variait de 15-30 µg I ml, lors du processus de réassociation des sous-unités 
homotétramériques de la pyruvate décarboxylase de Zyrnomonas mobilis, suite à 
leur dénaturation par l'urée ou la guanidine. La figure 13 montre que la 
concentration des protéines hE1 renaturées se situe dans cette échelle. Nous 
avons essayé de reconstituer des quantités de hE1 supérieures à 30 µg I ml, 
mais sans succès. En effet, comme le précisent Pohl et al (1994), il faut une 
renaturation rapide; (le facteur de dilution des protéines dénaturées étant de 50-
100 fois dans le tampon de reconstitution). 
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DISCUSSION 
Notre objectif consistait à développer une méthode d'expression de la 
composante E1 du complexe pyruvate déshydrogénase de l'humain. Au début 
de notre investigation, aucun système pour l'étude des propriétés de hE1 au 
niveau moléculaire, et de la relation structure-fonction de cette enzyme, n'avait 
été rapporté. Nous avons décidé d'utiliser un système d'expression chez E. coli 
qui nous permettrait d'avoir assez de protéines humaines E1 recombinantes 
pour pouvoir l'étudier. Le vecteur pRSET nous a permis d'obtenir de bons 
rendements de protéines recombinantes, et grâce à la queue de poly-Histidine 
qui était fusionnée à la protéine recombinante (via un site de clivage pour 
l'entérokinase), la purification des sous-unités a et 13 de hE1 a été grandement 
facilitée. En effet, auparavant, des efforts pour purifier la composante E1 du 
CPDH ont été sans succès (Barrera etal., 1972). 
Tentatives pour augmenter la production de hE1 sous forme native 
La surexpression de hE1 chez la bactérie a causé la production des 
protéines humaines sous forme de corps d'inclusions. Plusieurs tentatives pour 
essayer d'augmenter la proportion des protéines recombinantes sous une forme 
soluble se sont révélées inutiles: Diminution de la température d'induction (à 
25°C, à 15°C), diminution de la concentration d1PTG Uusqu'à 100 fois moins 
que la concentration habituellement utilisée), utilisation de bétaïne et de sorbitol 
(Blackwell et Horgan, 1991), expression des sous-unités hE1a et hE1j3 
séparément, avec ou sans leur pro-séquence, combinaison de toutes ces 
méthodes citées. Aucune de ces techniques ne nous a permis d'obtenir des 
protéines humaines recombinantes sous forme native. Elles étaient toujours 
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produites sous forme de corps d'inclusions. Néanmoins, la purification des sous-
unités a et ~de hE1 isolées de ces corps d'inclusions a été très utile pour la 
production d'anticorps chez des lapins. Cela nous a permis de suivre 
l'expression de nos protéines recombinantes. 
Co-expression des sous-unités a et fJ de hE1 
Initialement, aucun système de co-expression bactérienne des sous-
unités de hE1 n'était disponible. Avec notre système de co-expression des sous-
unités matures hE1 a~, nous espérions obtenir une certaine proportion de hE1 
sous forme active. Mais la figure 8 nous montre bien que non (pistes 837 et 825), 
quoique Davie et ses collaborateurs (1992) rapportaient avoir eu du succès 
lorsqu'ils co-exprimaient les sous-unités a humaine et~ bovine de l'enzyme E1 
du complexe a-cétoacide à chaîne branchée déshydrogénase. Il faut souligner 
cependant, que la quantité d'enzyme active qu'ils ont obtenue était assez faible 
(0.07% du lysat protéique total); c'est pourquoi d'ailleurs ils ont eu recours, 
comme nous, aux chaperonines bactériennes GroE8 et GroEL pour augmenter 
la proportion de protéines actives (Wynn et al., 1992). 
Le groupe de Jeng et al. ont récemment rapporté (1994) que la 
composante E1 du complexe PDH humain était obtenue sous une forme active 
torque ses sous-unités a~ sont co-exprimées chez des E. coli 8121 (DE3)/pLysS. 
Lorsque nous avons co-exprimé les sous-unités a et~ de hE1 en présence des 
chaperonines bactériennes GroE8 et GroEL, nous avons obtenu une certaine 
proportion des protéines humaines sous une forme soluble, quand l'induction se 
faisait à 25°C (figure 11, piste 7). Cela suggérait que les chaperones GroE8L 
auraient aidé au repliement correct des sous-unités de hE1. Par contre, les tests 
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d'activité enzymatiques effectués sur les extraits bruts des protéines humaines 
co-exprimées avec GroESL indiquent que l'activité obtenue serait plutôt 
endogène; en effet, l'activité enzymatique est la même chez les cellules qui 
n'expriment pas tes protéines humaines (figure 12). Cependant, puisque tes 
résultats obtenus montrent que les protéines sont sous forme native, nous avions 
d'abord pensé que leur inactivité pourrait être empêchée par la queue de poty-
Histidine qui leur est restée attachée. Des essais de clivage de ce peptide de 
fusion par l'entérokinase ont été vains: Ou bien la digestion ne se faisait pas, ou 
bien tes protéines étaient complètement dégradées par l'entérokinase; cette 
enzyme reconnaîtrait donc des sites de clivage sur nos protéines recombinantes. 
Dans te système d'expression utilisé par. Jeng et al. (1994) (également sous le 
contrôle d'un promoteur T7), les protéines humaines sont exprimées sans 
peptide de fusion (poty-his), et leurs tests d'activité (basé sur la relâche de 
1400 2) ont été effectués sur des extraits protéiques bruts, et non pas sur des 
préparations purifiées. Le bruit de fond qu'ils obtiennent est d'ailleurs assez 
élevé, d'où le désavantage de faire ces essais à partir d'extraits protéiques 
bruts, puisqu'une grande partie de l'activité qu'ils ont obtenue était endogène. 
Avec un tel système, ils serait donc difficile d'évaluer des changements subtiles 
chez des protéines hE1 mutantes, qui pourraient affecter la structure et/ou la 
fonction de la PDH humaine. Pour cette raison, nous avons décidé de purifier 
l'enzyme hE1 recombinante. 
Korotchkina et al. ont récemment rapporté (1995) la production de 
protéines E1 humaines recombinantes sous une forme active, chez E. coli, 
quoique fusionnées à un peptide de poly-Histidine, qui facilitait leur purification. 
Ils prétendent que les sous-unités af3 de hE1 sont actives quand elles sont co-
exprimées, et qu'en combinant des extraits bruts où les sous-unités a et f3 sont 
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exprimées séparément (toujours avec une queue de poly-histidine), ils 
n'arrivaient pas à récupérer l'activité enzymatique de hE1. Nous n'avons pas 
non plus obtenu de l'activité en combinant les extraits bruts de hE1 a (exprimé 
sous forme soluble à 15°C, figure 9), et hE1(3 (exprimé sous forme soluble à 
25°C, figure 6). Lorsque les sous-unités af3 de hE1 sont co-exprimées par leur 
système, elles adopteraient une conformation telle que le poly-His n'interfère pas 
avec les centres actifs de l'enzyme, contrairement à lorsqu'elles sont exprimées 
séparément. Nous avons purifié les protéines a et f3 de hE1 qui étaient 
exprimées sous une forme soluble en présence de GroESL (figure 11, piste 7), 
mais nous n'avons pas obtenu de l'activité. Puisque d'après Korotchkina et al., 
(1995) la queue de poly-his ne nuit pas à l'activité de hE1, peut-être que 
l'inactivité que nous avons obtenue provient de l'efficacité de notre système 
d'expression: nous avons exprimé les gènes de hE1af3 sous le contrôle du très 
fort promoteur T7; le sytème d'expression utilisé par Korotchkina et al. est basé 
sur un promoteur lac, moins fort que pT7, et l'expression des protéines 
recombinantes est bien réprimée avant l'addition d1PTG, puisque les cellules 
qu'ils utilisaient comportaient un plasmide encodant le répresseur lac. Dans 
notre cas, la répression de hE1 avant l'induction n'était pas très efficace, (malgré 
la présence du plasmide plysS, dans les cellules 8121 (DE3), qui encode un 
répresseur de I' ARN polymérase de T7) comme on l'a constaté aux figures 5, 6 
et 7 (Western, à To).; il y a une "fuite" dans l'expression des sous-unités de 
hE1, même avant l'addition d1PTG. Cette expression constitutive a pu entraîner 
la formation des corps d'inclusions. Cela aussi pourrait expliquer notre difficulté à 
obtenir une production des protéines sous forme soluble et/ou sous forme active. 
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Essais de reconstitution de hE1 à partir des sous-unités a et f3 purifiées 
Nous avons également dénaturé les aggrégats protéiques formés par 
hE1a~ avec le surfactant cationique CTAB; Puri et al., rapportaient en 1992 
qu'un tel agent dénaturait de façon non irréversible des protéines exprimées 
sous forme de corps d'inclusions. Mais la reconstitution par dialyse des sous-
unités hE1 a~ ainsi dénaturées ne nous a pas permis de récupérer leur activité 
(voir figure 10). 
Reconstitution in vitro de hE1 en présence des chaperonines bactériennes 
GroES/GroEL 
Les chaperonines bactériennes GroES et GroEL nous ont permis de 
récupérer l'activité de la pyruvate déshydrogénase humaine, in vitro. Nous 
sommes le seul groupe, jusqu'à présent, à avoir rapporté un système de 
reconstitution in vitro de hE1 à partir des sous-unités a et ~ purifiées. Ce système 
peut être avantageux pour l'étude de protéines hE1 mutantes: Il peut permettre 
d'évaluer l'activité enzymatique, à partir des sous-unités recombinantes 
purifiées, exprimées séparément ou co-exprimées. Les changements qui 
affectent la structure de l'enzyme pourraient ainsi être analysés. 
GroES et GroEL sont en effet une classe de protéines oligomériques qui 
facilitent l'assemblage adéquat de certaines autres protéines, généralement en 
inhibant leur aggrégation durant le processus de repliement (Ellis, 1990). Le 
mécanisme de reconstitution in vitro par les chaperonines nécessite l'hydrolyse 
de l'ATP ainsi que des ions Mg21- (Wynn etal., 1994). 
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Nos essais de renaturation de hE1 a~ avec GroESL ont été effectués à 
différents temps; mais, après 15 minutes de reconstitution, l'activité atteignait un 
plateau, et n'était pas plus prononcée après 30, 60, et même 120 minutes de 
reconstitution. Les mêmes résultats ont été obtenus par Wynn et al. (1994), lors 
de la renaturation de lenzyme E2 du complexe a-cétoacide à chaîne branchée 
déshydrogénase de l'humain. Le rôle des chaperonines GroESL que nous avons 
observé in vitro serait équivalent au mécanisme in vivo, ou les chaperonines 
opèrent très rapidement lorsqu'il s'agit d'assembler correctement les chaînes 
polypeptidiques nouvellement synthétisées. 
Dans l'ensemble, ce système de renaturation in vitro dont nous 
disposons est avantageux pour évaluer l'activité enzymatique des protéines, et 
peut nous permettre de comprendre le mécanisme in vivo. Cependant, le niveau 
d'activité et le bruit de fond que nous obtenons (quand la concentration des 
protéines est égale à zéro, figure 13) est plutôt élevé, et des changements 
subtiles de protéines hE1 mutantes pourraient être difficiles à évaluer avec un tel 
système. Aussi, les résultats d'activité enzymatique obtenus par Jeng et al. 
(1994), sur des extraits bruts provenant de bactéries exprimant hE1 a~, sont 
comparables aux nôtres, et leur bruit de fond est également assez élevé. 
C'est pourquoi nous proposons qu'il serait préférable de produire des 
protéines E1 humaines chez la levure, qui fait partie de la famille des eucaryotes, 
et qui par conséquent, "supporterait" mieux l'expression de gènes étrangers 
eucaryotes; la levure serait donc un meilleur hôte que la bactérie, dans ce cas. 
C'est un système très utile pour l'expression de gènes mammifères, et dont la 
génétique est très bien caractérisée. 
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La levure S.cerevisiae est capable de croître rapidement sur des milieux 
simples. Il existe beaucoup d'homologie entre les séquences de la pyruvate 
déshydrogénase humaine et celle de la levure (Wexler et al., 1991 ). Nous avons 
donc décidé de poursuivre nos recherches par le développement d'un système 
d'expression de hE1 chez la levure, espérant obtenir ainsi des résultats plus 
reproductibles, en ce qui concerne les essais d, activité enzymatiques basés sur 
la relâche de 14002 provenant de la décarboxylation du pyruvate. D'autres 
essais nous permettrons d'évaluer l'activité enzymatique de hE1: par exemple, 
la mesure de la vitesse de réduction du 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) à 
600 nm, en utilisant le pyruvate ou l'hydroxyéthyl TPP (HETPP) comme 
substrats. (Khailova et al., 1976), ou encore la mesure de la réduction du NAD+, 
après avoir reconstitué le CPDH, avec E1, E2, et E3 (Roche et Reed, 1972). 
Nous pourrions poursuivre notre investigation en exprimant également les 
sous-unités E1 a et E1 ~ de la levure. Cela pourrait nous fournir un modèle pour 
l'étude de l'assemblage des enzymes qui composent le CPDH, et l'intégration 
de hE1 (la PDH humaine) dans le CPDH de la levure nous permettrait de 
comparer les mécanismes de reconstitution du complexe PDH entre l'humain et 
la levure. 
Mutations de hE1 retrouvées chez rhumain qui seront recréées et étudiées 
Maintenant que nous avons créé un système d'expression de l'enzyme 
PDH humaine recombinante, nous pourrons étudier plus en profondeur son 
fonctionnement. L'importance et l'identité des acides aminés impliqués dans la 
région catalytique de hE1 seront évaluées par mutagénèse dirigée. L'illustration 
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(à la figure 2) de la structure secondaire prédite de la pyruvate déhydrogénase 
humaine nous donne une idée des mutations susceptibles d'être investiguées. 
Certaines données indiquent la présence d'un résidu tryptophane, au 
niveau du site de liaison du cofacteur TPP, ce résidu serait responsable d'une 
forte absorbance à 330 nm (tel que constaté sur un spectre de dichroïsme 
circulaire), correspondant à un transfert de charge à travers le complexe 
multienzymatique (Khailova et Gomazkova, 1986). Certains acides aminés 
pourront être utilisés pour remplacer ce tryptophane, afin de vérifier si de telles 
substitutions peuvent affecter la conformation, la stabilité, l'assemblage du 
CPDH ou de son site actif. Par exemple, en échangeant un résidu tel que le 
tryptophane par un plus petit acide aminé comme la glycine ou lalanine, cela 
pourrait créer une cavité dans la protéine et affecter son activité enzymatique. 
C'est pourquoi les substitutions qui seront effectuées tiendront compte de la 
charge, la taille, le volume et d'une surface accessible pour l'acide aminé qui 
remplacera le tryptophane. Il est important de savoir, en effet, qu'un résidu 
glycine pourrait engendrer une plus grande fléxibilité conformationnelle au niveau 
de la chaîne latérale du peptide, ce qui donnerait comme résultat une protéine 
moins stable. 
Les sous-unités E1a de l'humain et de la levure ne contiennent que 2 et 3 
résidus tryptophane, respectivement: l'investigation de ces mutations est donc 
facilitée. De plus, les résidus tryptophanes de la sous-unité E1 ~ pourraient aussi 
être responsables de la bande de transfert de charge obtenue, puisque le site 
actif peut être situé à 1 'interface entre les deux sous-unités. En changeant 
chacun de ces résidus, cela procurera une meilleure compréhension du rôle du 
tryptophane dans la catalyse et l'attachement du cofacteur. 
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Des modifications chimiques effectuées sur le CPDH purifié du muscle de 
pigeon ont suggéré la présence d'un résidu arginine dans chacun des centres 
catalytiques de lenzyme (Khailova et al., 1989). Parmi les cas de déficience en 
CPDH chez l'humain, certaines mutations ponctuelles (impliquant des résidus 
arginines) qui ont été rapportées seront recréées: dans la sous-unité hE1 a, la 
mutation de l'arginine 234 en glycine résulte en une perte d'activité du complexe 
multienzymatique (Hansen et al., 1991 ). De plus, on ne détecte aucune protéine 
d'après des analyses par immunoblot. Ce résidu est retrouvé dans le site 
d'interaction entre les sous-unités, et serait donc impliqué dans le domaine 
catalytique de l'enzyme. Aussi, l'arginine 349 de l'humain (qui correspond au 
résidu 368 chez la levure) est très conservée entre les espèces. Une mutation 
ponctuelle Arg349His génère une perte d'activité enzymatique et aucune 
protéine n'est révélée par des analyses dïmmunodétection (Brown, 1992). Cette 
arginine 349 se situe à lextrémité C-terminale de la protéine et pourrait jouer un 
rôle dans la stabilité de l'enzyme, et l'interaction entre les sous-unités. L'effet de 
ces mutations sera donc évalué par les mêmes techniques que celles 
mentionnées précédemmment. 
L'investigation en profondeur de la relation qui existe entre la structure et 
le fonctionnement du CPDH humain, ouvrira de nouveaux horizons dans la 
compréhension du mécanisme catalytique des autres complexes 
multienzymatiques qui font partie de la même famille, et des désordres 
métaboliques qui leur sont associés. Dans cette perspective, la génétique 
moléculaire couplée aux techniques biophysiques s'avèrent d'excellents outils.-
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